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(54) Title: PRODRUGS OF DIPEPTTDYL PEPTIDASE IV INHIBITORS 
(54) Bezeichnung: PRODRUGS VON DP IV-INfflBITOREN 



(57) Abstract 

The invention relates to prodrug compounds of inhibitors of dipeptidyl peptidase IV (DP IV). Said prodrug compounds comprise 
general formulas (A-B-C), whereby A represents an amino acid, B represents the chemical bond between A and C or an amino acid, and C 
represents a stabile inhibitor of DP IV. Such prodrug compounds are used for treating altered glucose tolerance, glucosuria, hyperlipidemia, 
metabolic acidoses, diabetes mellitus, diabetic neuropathy, nephropathy, and secondary diseases in mammals caused by diabetes mellitus. 

(57) Zusammenfassung 



Die vorliegende Erfindung betrifft Prodrug-Verbindungen von Inhibitoren der Dipeptidyl Peptidase IV (DP IV), welche Pro- 
drug-Verbindungen die allgemeine Formel A-B-C aurweisen, wobei A eine Aminosaure, B die chemische Bindung zwischen A und C Oder 
eine Aminosaure und C eih stabiler Inhibitor von DP IV isL Derartige Prodrug-Verbindungen werden zur Behandlung von beeintrachtigter 
Glukosetoleranz, Glukosurie, Hyperlipidamie, metabolischen Azidosen, Diabetes mellitus, diabetischer Neuropathie und Nephropathie sowie 
von durch Diabetes mellitus verursachten Folgeerkrankungen von Saugern verwendet. 
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Prodrugs von DP IV- Inhibitor en 

Erf indungsgeraSfl werden Prodrug-Verbindungen von Inhibitoren 
der Dipeptidyl Peptidase IV (DP IV) bereitgestellt , welche 
Prodrug-Verbindungen die allgemeine Forrael A-B-C aufweisen, 
wobei 

A eine AminosSure 

B die chemische Bindung zwischen A und C Oder eine AminosSure, 
und 

C ein stabiler Inhibitor von DP IV ist. 

Es wurde gefunden, dafl durch Verabreichung von inhibitoren 
(Effektoren) der DP IV bzw. DP IV-analoger Enzymaktivitat im 
Blut eines Saugers, durch deren damit verbundene, temporare 
Aktivitatsreduktion, in kausaler Folge die endogenen (oder 
zusatzlich exogen verabreichten) insulinotropen Peptide 
Gastric Inhibitory Polypeptide 1-42 (GIP 1-a ) und Glucagon-Like 
Peptide Amide- 1 7-36 (GLP-1 7 _„) (o.a. GLP-1 7 . 37 oder deren 
Analoga) durch DP IV- und DP IV-Shnliche Enzyme vermindert 
abgebaut werden und damit die Konzentrationsabnahme dieser 
Peptidhormone bzw. ihrer Analoga verringert bzw. verzSgert 
wird. Die durch die Wirkung von DP IV-Ef f ektoren erzielte, 
erhohte Stabilitat der (endogen vorhandenen oder exogen 
zugeflihrten) Incretine oder ihrer Analoga r die damit vermehrt 
fur die insulinotrope Stimulierung der Incretin-Rezeptoren der 
Langerhansschen Zellen im Pankreas zur Verfligung stehen r 
verandert u.a. die Wirksamkeit von korpereigenem Insulin, was 
eine Stimulierung des Kohlehydratstof fwechsels des behandelten 
Organismus nach sich zieht. Als Resultat sinkt der 
Blutzuckerspiegel unter die fur Hyperglykamie charakteristi- 
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sche Glukosekonzentration im Serum des behandelten Organismus. 
Dadurch konnen mittels DP IV - Inhibitoren Stof fwechselanoma- 
lien wie Obergewicht, Glukosurie, Hyper lipidamie sowie mogli- 
che schwere metabolische Azidosen, Diabetes mellitus, die eine 
Folge l&ngerer, erhohter Glukosekonzentrationen im Blut sind, 
verhindert bzw. gemildert werden [vgl. DE 196 16 486]. 

Mit Hilfe von Dp IV - Inhibitoren kann auch das Eindringen von 
Hiv in CD 26 (DP IV) positive zellen experimentell verhindert 
werden [vergl. WAKSELMAN , M . , NGUYEN , C, MAZALEYRAT, J. -P. , 
CALLEBAUT, C, KRUST, B, , HOVANESSIAN, A.G., Inhibition of 
HIV-1 infection f CD 26+ but not CD26- cells by a potent cy- 
clopeptidic inhibitor of the DPP IV activity of CD 26. Ab- 
stract P 44 of the 24 th European Peptide Symposium 1996]. 

Weiterhin wurde gefunden, daJ3 DP IV neuroaktive Peptide wie 
Neuropeptid Y und CLIP in ihrer Aktivitat modulieren kann 
[vergl. MENTLEIN, R., DAHMS, P., GRANDT, D. , KRUGER ,R., Pro- 
teolytic processing of neuropeptide Y and peptide YY by dipep- 
tidyl peptidase IV. Regul. Pept. 49, 133 (1993); WETZEL, W. , 
WAGNER, T. , VOGEL, D. , DEMUTH, H.-U., BALSCHUN, D. , Effects of 
the CLIP fragment ACTH 20-24 on the duration of REM sleep epi- 
sodes. Neuropeptides, 31, 41 (1997)]. 

Es ist die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, Effektoren von 
DP IV bereitzustellen, die im Vergleich zu bekannten 
Inhibitoren eine gesteigerte Wirkung aufweisen und deren 
Wirkung zeitlich definiert eintritt. 

Diese Aufgabe wird durch die Bereitstellung von Prodrug-Ver- 
bindungen von Inhibitoren der Dipeptidyl Peptidase IV (DP IV) 
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geldst, welche Prodrug-Verbindungen die allgemeine Formel A-B- 
C aufweisen, wobei 

A eine Aminosaure 

B die chemische Bindung zwischen A und C oder eine Aminosaure, 
und 

C ein stabiler Inhibitor von DP IV ist. 

Oberraschenderweise weisen derartige als Prodrugs maskierte 
Inhibitoren gegenUber nicht maskierten Inhibitoren eine erheb- 
lich gesteigerte Wirksamkeit auf : Werden identische Mengen von 
unmaskierten Inhibitoren der DP IV und von erf indungsgemaBen 
Prodrugverbindungen eingesetzt, so kommt es bei Wistarratten 
durch die Prodrug-Verbindungen zu einer Glukosetole- 
ranzverbesserung von bis zu 75 %, siehe auch Tabelle 4. 

Diese Verbesserung ist umso erstaunlicher, als gefunden wurde, 
daB unmaskierte Inhibitoren der DP IV zu 100 % aus dem Magen- 
Darmtrakt von SSugern resorbiert werden und in den vaskuiaren 
Bereich des Korpers eintreten. Es ware also zu erwarten 
gewesen, daB Prodrug-Verbindungen, die normalerweise nur eine 
Zersetzung von oral verabreichten Verbindungen irn Magen- 
Darmtrakt verhindern sollen, zu keiner Steigerung der 
Wirksamkeit der Inhibitoren fiihren wurden. Es sei nur am Rande 
vermerkt, daB fur einen Fachmann aufgrund dieser Tatsachen 
auBerdem auch gar keine Veranlassung bestand, nach 
modif izierten Inhibitoren zu suchen, auch wenn Prodrug- 
Verbindungen an sich bereits bekannt waren, vgl. z.B. PCT/US 
97/09421. 

Gemafi einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden 
Erfindung werden Prodrug-Verbindungen eingesetzt, in denen B 
Prolin, Hydroxyprolin, Thiazolidincarbonsaure, Dehydroprolin, 
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Pipecolinsaure, Azetidincarbonsaure Oder Aziridincarbons^ure 
ist, wobei Prolin und Hydroxyprolin besonders bevorzugt 
werden. Vorzugsweise stellt B eine Peptidbindung zwischen A 
und C dar oder ist liber Peptidbindungen mit A und C verknUpft. 

Die erfindungsgemafien Verbindungen weisen dabei insbesondere 
auch den Vorteil auf, dafi die Inhibitoren der DP IV je nach 
individuellem Bedarf der Patienten freigesetzt werden: 

Tritt eine erf indungsgemafie Prodrug-Verbindung mit einem DP 
IV-Molektil in Wechselwirkung, so wird sie durch das Enzym in 
die Gruppen A-B und den Inhibitor C gespalten. Der Inhibitor C 
wird das DP IV-Molekttl inhibieren, so dafi es keine weiteren 
Prodrug-Verbindungen mehr aufspalten kann. Liegen weitere DP 
IV-Molektile vor, so kommt es so lange zur Spaltung von 
Prodrug-Verbindungen (wenn eine ausreichende Menge an Prodrug- 
Verbindungen verabreicht wurde) , bis das letzte DP IV-MolekUl 
inhibiert ist. Die tlbrigen Prodrug-Verbindungen werden nicht 
zersetzt und stellen somit so lange ein Inhibit or depot dar, 
bis die Konzentration an DP IV-Molekttlen wieder ansteigt bzw. 
InhibitormolekUle von der DP IV verdrangt werden bzw. 
Inhibitormolekule eliminiert werden und es wiederum zu einer 
erneuten Spaltung der Prodrug-Verbindungen und somit zu einer 
Freisetzung von Inhibitoren kommt. 

Die Erfindung weist also den weiteren Vorteil auf, dafi jeder 
Organismus genau die Menge an Inhibitor freisetzen wird, die 
zur Inhibierung der individuell in unterschiedlicher Menge 
vorliegenden D? IV notwendig ist. Liegt bei einem Patienten DP 
IV z.B. in hohen Konzentrationen vor, so wird eine grofie Menge 
an Inhibitor freigesetzt; liegt nur eine wenig erhohte 
Konzentration an DP IV vor, so wird nur eine geringe Menge an 
Inhibitor freigesetzt. 
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Weiter werden erf indungsgeniclB Prodrug-Verbindungen bevorzugt, 
in denen C ein Aminoacylpyrrolidid, Aminoacylthiazolidid Oder 
N-Dipeptidyl, O-Acyl Hydroxylamin ist. Derartige Inhibitoren 
haben sich als besonders wirksarae DP IV-Inhibitoren herausge- 
stellt. Als Beispiele derartiger Inhibitoren k6nnen z.B. Ile- 
Thia, Ile-Pyr, Val-Thia und Val-Pyr genannt werden. 

Die Inhibitoren (Komponente C) k5nnen erf indungsgemSB auch in 
Salzform vorliegen, wobei organische Salze wie Acetate, Suc- 
cinate, Tartrate oder Fumarate oder anorganische Saurereste 
wie Phosphate oder Sulfate bevorzugt werden. Besonders bevor- 
zugt werden Fumarate. 

Insbesondere werden Verbindungen bevorzugt, in denen A-B ein 
Dipeptid der Formel lie-Pro oder Gly-Pro ist. 

Die vorliegende Erfindung betrifft also neue Prodrug-Verbin- 
dungen von Inhibitoren der Serinpeptidase Dipeptidyl Peptidase 
IV, die zur Behandlung von verschiedenen Erkrankungen insbe- 
sondere von mit Diabetes mellitus im Zusammenhang stehenden 
Stof fwechselerkrankungen eingesetzt werden kdnnen. 

Ein weiterer Vorteil der erf indungsgemafien Prodrug-Verbindun- 
gen besteht darin, dafi der Wirkungseintritt und auch die Wir- 
kungsdauer der DP IV-Inhibitoren durch geeignete Auswahl der 
Gruppen A-B zeitlich gesteuert werden kann. Insbesondere hangt 
die Freisetzung der Gruppen A-B aus den erf indungsgemSBen 
Prodrug-Verbindungen von der Natur des Aminosaurerestes von A 
ab: Beziiglich der Definition der Gruppe A wurde insbesondere 
folgende Reihenfolge der Freisetzungsgeschwindigkeit der Reste 
A-B aus den Prodrug-Verbindungen A-B-C durch DP IV gefunden: 
Ile<Val<Phe<Pro<Ala<Gly. Die Geschwindigkeitskonstanten der 
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entsprechenden DP IV-katalysierten Freisetzungen liegen zwi- 
schen 1 s" 1 und 100 s" 1 . Damit steht ein Mittel zur Verfugung, 
die DP IV-Inhibitoren zeitlich exakt definiert f reizusetzen: 
Soil die Wirkung der Enzyme sofort, z.B. bei Aufnahme Glukose- 
reicher Nahrung eintreten, so wird eine Verbindung A-B-C 
gewShlt, die als Gruppe A z.B. die AminosMure Gly aufweist; 
soil erst eine verz5gerte Wirkung des Inhibitors eintreten, so 
kann als Gruppe A z.B. die AminosMure He ausgewShlt werden. 
DP IV-Inhibitoren kSnnen durch die erfindungsgemSAen Prodrug- 
Verbindungen also insbesondere nahezu verzogerungsfrei, z.B. 
nahezu gleichzeitig mit aufgenommenen Nahrungsmitteln durch 
die Dttnndarmmucosa transportiert werden. 

Stellt B eine Bindung dar, so ist es insbesondere eine Peptid- 
bindung; stellt B eine Aminosaure dar, so ist diese vorzugs- 
weise Uber Peptidbindungen mit A und C verkniipft. 



Bei der Analyse der Dosis-Wirkungs-Beziehungen des DP IV - 
Inhibitors Isoleucyl Thiazolidid als Modulator der Blut- 
glukosekonzentration im SSugetierorganismus kann ein Unter- 
schied zwischen oraler und parenteraler Applikation des Wirk- 
stoffes an Wistarratten festgestellt werden: Bei oraler 
Applikation wurde eine Sattigung der Aufnahme des Wirkstoffs 
(gemessen an der Inhibierung des Serumenzyms) beobachtet, 
wahrend bei parenteraler Applikation des Inhibitors eine 
vollstandige Hemmung des Enzyms beobachtet wurde. Das ist in 
Tabelle 1 beispielhaft belegt: 
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Tabelle Is Restaktivitat der DP IV gegeniiber 0,4 mM des 

Substrates H-Gly-Pro-pNA bei 30°C, pH 7,6 und einer 
IonenstSrke von 0,125, nach l.v. und p.o. Gabe und 
in AbhSngigkeit von der Dos is Isoleucyl Thiazolidid 
(Ile-Thia), bestimmt 30 min nach Applikation des In- 
hibitors . 



Ile-Thia Dosis bei 
parenteraler Gabe 


DP IV-Aktivitat in 

% 


Ile-Thia Dosis bei 
oraler Gabe 


DP IV-Aktivitat in 

% 


Omg 


100 


Omg 


100 


0,02 mg 


80 


2,5 mg 


52 


0,2 mg 


32 


5,0 mg 


40 


2mg 


5 


10 mg 


28 


20 mg 


0 


20 mg 


29 



Da auch iin Darm Enzyme, insbesondere hohe Konzentrationen an 
DP IV, vorhanden sind, die die abspaltbaren Gruppen von Pro- 
drugs abspalten und darait das Medikament freisetzen konnen, 
und ferner - wie bereits erwSLhnt - gefunden wurde, dafl DP IV 
Inhibitoren quantitativ aus dem Magen-Darmtrakt resorbiert 
werden, war zu erwarten, dafl der Einsatz von Prodrug-Verbin- 
dungen von DP IV- inhibitoren keine Verbesserung dieser Situa- 
tion bringen wlirde. 

Es war daher ausgesprochen uberraschend, dafl gefunden wurde, 
da/3 die erf indungsgemaflen Prodrugs von DP iv-lnhibitoren 
gegeniiber den korrespondierenden unmaskierten DP IV - Inhi- 
bitoren eine deutlich verstSrkte Glukosetoleranz im Glukose- 
toleranztest bewirken. Dieses Verhalten war insofern besonders 
uberraschend als die Prodrugs - wie vorstehend erwahnt - 
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bereits im Darm durch dort vorliegende Enzyme wie die 
Dipeptidylpeptidase gespalten werden konnen und somit genau 
wie die unmaskierten Inhibitoren nicht mehr ftir einen 
Transport an den Zielort zur Verfiigung stehen sollten: 

Sobald die Prodrug-Verbindungen durch im Darm vorliegende DP 
IV oder andere Enzyme gespalten werden, werden die erfindungs- 
gemaflen Inhibitoren freigesetzt, wodurch es genau wie beim 
Einsatz von unmaskierten Inhibitoren zu einer Inhibierung der 
DP IV komrat. Folglich findet kein weiterer Abbau der Prodrug- 
Verbindungen durch DP IV mehr statt; alle noch unzersetzt vor- 
liegenden oder zusatzlich zugefiihrten Prodrug-Verbindungen 
konnen ebenso wie iiberschussige, das heiJ3t nicht an DP IV 
gebundene unmaskierte Inhibitoren unzersetzt aus dem Magen- 
Darm-Trakt in den vaskularen Bereich eines Korpers ubertreten. 
Dort konnen sie dann, wie vorstehend erwahnt, je nach 
individuellem Bedarf als DP IV Inhibitoren eingesetzt werden. 
Doch auch die im Darm an DP IV gebundenen Inhibitoren werden 
nach einer gewissen Zeit wieder f reigesetzt und treten in den 
vaskularen Bereich ein. 

Mit Hilfe der erf indungsgemSflen Prodrug-Verbindungen kann also 
auch eine erwiinschte Wirkungsverstarkung in vivo erreicht 
werden . 

Ferner kann auch der Freisetzungs- und Wirkungsort der DP IV- 
Inhibitoren durch die Art der Reste A-B gesteuert werden: 

Im Blut von Saugern liegen neben der Dipeptidyl Peptidase IV 
verschiedene andere Aminopeptidasen wie z. B. Pyroglutamyl 
Aminopeptidase und Prolyl Aminopeptidase vor. Durch geeignete 
Auswahl der Reste A-B kann erf indungsgema/3 festgelegt werden, 
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durch welche Aminopeptidase der DP IV-Inhibitor freigesetzt 
werden soli und somit bestimmt werden f wo die Wirkung des In- 
hibitors eintreten soil. Die erf indungsgemaflen Prodrug-Verbin- 
dungen oder entsprechende pharmazeutische Zusammensetzungen 
kdnnen also auch zur zell-, gewebs- oder organspezif ischen In- 
hibierung von DP IV eingesetzt werden. Die Gruppen A-B konnen 
auch so ausgewahlt werden , dafl nur solche Enzyme angesprochen 
werden, die nur vaskulelr prasent sind und die die Inhibitoren 
mit ausreichend hoher Geschwindigkeit freisetzen. 

Zusammenf assend kann festgestellt werden, dafl durch die erfin- 
dungsgemSflen Prodrug-Verbindungen von DP IV-Inhibitoren in 
vollig ubberaschender Weise: 

1. Eine erhohte Wirkung der Inhibitoren erreicht werden kann; 

2. Die Freisetzung der Inhibitoren je nach Bedarf der 
Patienten erfolgen kann; 

3. Die Freisetzung der Inhibitoren aus den Prodrug-Verbindun- 
gen zeitlich gesteuert erfolgen kann; 

4 . Die Freisetzung der Inhibitoren aus den Prodrug-Verbindun- 
gen beziiglich des Freisetzungsorts gesteuert werden kann; 
und 

5. Ein Depot von DP IV-Inhibitoren bereitgestellt werden kann. 

Erf indungsgemafl werden auflerdem pharmazeutische Zusammen- 
setzungen insbesondere zur oralen Verabreichung bereitge- 
stellt, die dadurch gekennzeichnet sind, dafl sie mindestens 
eine erf indungsgemafie Prodrug-Verbindung gegebenenf alls in 
Kombination mit ublichen Tragern oder Hilfsstoffen enthSlt. 
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Die erfindungsgemalien Prodrug-verbindungen oder sie enthal- 
tende phafmazeutischen Zusammensetzungen kSnnen zur Behandlung 
oder Prophylaxe von Erkrankungen von Saugern eingesetzt 
werden, die durch Modulation der DP IV-Aktivitat eines Saugers 
behandelt werden konnen, wie z.B. von Stof fwechselerkrankungen 
von Menschen. 

Insbesondere konnen sie zur Behandlung von beeintrachtigter 
Glukosetoleranz, Glukosurie, Hyper lipidSmie , metabolischen 
Azidosen, Diabetes mellitus, diabetischer Neuropathie und 
Nephropathie sowie von durch Diabetes mellitus verursachten 
Folgeerkrankungen von Saugern eingesetzt werden. 



Beispiele 

1. Synthese von erf indungsgemSBen Prodrugverbindungen 
1.1. Synthese von H-Pro-Ile-Thia / HC1 

6,5 mM Boc-Pro-Ile-OH (ein Equivalent = 1 eq. ) werden mit N- 
Hydroxybenzotriazol (1 eq.) und Thiazolidin (1 eq. ) in 30 ml 
Dichlormethan ( DCM ) suspendiert. Bei -10 °C wird unter Rtthren 
die equivalente Menge einer 1 M Dicyclohexylcarbodiimid-Losung 
zugetropft. Man laflt bei -10 °C und iiber Nacht bei Raumtempe- 
ratur (RT) riihren, Zur Aufarbeitung wird grlindlich vom ausge- 
fallenen Dicyclohexylharnstof f abfiltriert, DCM im Vakuum ab- 
gezogen und der erhaltene RUckstand in Essigester auf genommen. 
Die Essigesterlosung wird raindestens dreimal mit gesattigter 
Bicarbonat-Losung, einmal mit gesSttigter NaCl-Losung, dreimal 
mit verdunnter KHS0 4 -L6sung und nochmals mit NaCl-Losung gewa- 
schen. Die Essigesterphase wird iiber Na 2 S0 4 getrocknet, einro- 
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tiert und das verbleibende Rohprodukt mit Essigester/Pentan 
umkristallisiert. Boc-Pro-lle-Thia kristallisiert nach 1-2 Ta- 
gen bei 4°C {Ausbeute 80%). Boc-Pro-lle-Thia wird mit 1,1 N 
HCl/Eisessig-Ldsung (3 ml pro mmol Peptid) versetzt. Man laflt 
zwei Stunden. bei RT riihren, versetzt mit absolutem Ether und 
dampf t uberschiissige Abspaltungslosung am Rotationsverdampf er , 
ab. Das Hydrochlorid kristallisiert quantitativ unter absolu- 
tem Ether liber Nacht bei 4°C. Man saugt die Kristalle schnell 
unter mehrfachem Waschen mit absolutem Ether ab und bewahrt 
das Produkt im Ekksikator uber KOH oder Phosphorpentoxid auf. 

1.2. Synthese von H-Gly-Pro-Ile-Thia / HC1 

Boc-Gly-OH (1 eq.) wird in 20 ml Tetrahydrofuran (THF) gelost, 
auf -10 °C gekuhlt und unter Riihren nacheinander mit N-Methyl- 
morpholin (1 eq.) und ChlorameisensSureisobutylester (1 eq. ) 
versetzt. Man laBt etwa 20 min aktivieren. Parallel dazu wird 
Pro-Ile-Thia x HCl (1 eq.) in 10 ml THF suspendiert auf -10 °C 
temperiert und mit N-Methylmorpholin (1 eq.) zur Neutralisa- 
tion versetzt. Nach beendeter Aktivierungszeit werden beide 
Losungen miteinander vermischt, nach ein bis zwei Stunden auf 
Raumtemperatur erwarmt und iiber Nacht geruhrt. Danach wird das 
Reaktionsgemisch mit wenig Wasser versetzt und THF im Vakuum 
abdestilliert. Der verbieibende Riickstand wird in Essigester 
aufgenommen und mindestens dreimal mit gesSttigter Natrium Bi- 
carbonatlosung, einmal mit gesattigter NaCl-L6sung f dreimal 
mit verdunnter KHS0 4 und nochmals mit NaCl-Losung gewaschen. 
Man trocknet die Essigesterphase liber Na 2 S0 4f rotiert ein und 
kristallisiert das Product Boc-Gly-Pro-Ile-Thiazolidid mit Es- 
sigester/Pentan um (Ausbeute 85 %). Die Boc-Abspaltung wird 
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analog der Synthese von H-Pro-Ile-Thia / HC1 durchgefuhrt 
(Ausbeute > 95 %) . 



Tabelle 2i Analysedaten von Prodrugs von Inhibitoren der Di- 
peptidyl Peptidase IV 



Subslanz 


MG bc- 
rcchnct* 
Ig/mol] 


MG gcfun- 

den 

M+H* 


CE Reinhetl 
Rclentions- 
zeit (Rl) 


HPLC Rein- 

heiC 

Rt 


Schmelz- 
punkt 

°c 


pGlu-Ilc-Thia*HCI 


349,84 


314,8 


4,2 min 


10,4m in 


30-40 


Pro-Ilc-Thia*HCl 


335,90 


300,8 


4,5 min 


10,05 min 


45-69 


Gly-Pro-Ile-Thia*HCl 


392,94 


357,8 


4,6 min 


8,8 min 


111-121 


Ile-Pro-lle-Thia*HCI 


449,05 


413,6 


5,6 min 


10,0 min 


98-107 


Pro-Pn>Ile-Thia*HCl 


433,01 


397,6 


53 min 


1135 min 


101-1*18 



HPLC Saule: LiChrospher 250-4, 100 RP-18,5nm, Tempcratur 25°C 

Elucnl: 30% ACN, 0,1 % TFA, isokralisch, FluBgeschwindigkei! O^ml/min 

Detcklionswellenlange: 210nm 
CE Kapillare: 30cmx50nm fused silica, Temperatur 25°C 

Deteklionswellenlange: 200nm 

Injektion: 5sec, 50mbar 

Trcnnung: 0,1 M Na-Phosphalpuffer, pH 2,5; Dauer 7min bei 12kV 



2. Affinitat imd Transport verschiedener Peptide, DP IV-Inhibitoren und Prodrugs 
zuin Peptidtransporter PepTl 

Die Affinitat verschiedener Peptide, DP IV-Inhibitoren und 
Prodrugs von Inhibitoren der DP IV zum Peptidtransporter PepTl 
wurde mittels Verdrangung des radioaktiv markierten Substrates 
D-Phe-Ala analysiert [AMASHEH, S., WENZEL, U. , WEBER, W.M., 
CLAUSS, W., DANIEL, H., Electrophysiological analysis of the 
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function of the mammalian renal peptide transporter expressed 
in Xenopus laevis oocytes. J. Physiol. 504/ 169-174 (1997)]. 
Dabei zeigt sich, daJ3 beispielsweise das Tetrapeptidderivat 
Ile-Pro-Ile-Thia vergleichbar bzw. besser als ausgewahlte 
Aminosaure Derivate an das Transporterprotein PepTl gebunden 
und im Vergleich zu ausgewShlten Aminosaure- bzw. Peptid- 
analoga ahnlich Oder besser transport iert wird (Tabelle 3). 



Tabelle3: Transporteigenschaften verschiedener Aminosaure- und Peptidderivate am 
humanen Peptidtransporter PepTl 



Aininosaure- 

bzw. 
Peptidderivat 


Elektrophys. Transpoi tanalyse 
(liPEPTl in Oocyten expr.),Flux 
% zur Kontr. Gly-GIn (100 %) 


Bindungskonstante mM 
zu PepTl, relativ zu D-Phe-Ala 


Lys-Phe 


95 


0,08 


Lys-Phe-Pro 


10 


0,19 


Asn-Pyr 


30 


3,01 


Asn-Thia 


83 


0,50 


His-Pyr 


7 


534 


His-Thia 


12 


0,57 


lle-Pyr 


14 


2,66 


Ile-Thia 


25 


0,98 


Ile-Pro-Ile-Thia 


44 


0,61 



Freisetzung des aktiven DP IV-Inhibitors Ile-Thia aus erfin- 
dungsgemajJen Prodrugs in humanem Vollblut 

GemSfl einer Aus fiihrungs form von erf indungsgemaflen Prodrugs von 
DP iV-Inhibitoren ist auch eine retardierte Freisetzung von DP 
IV-Inhibitoren im Zielkompartiment , z.B. im Blutkreislauf mog- 
lich. 

In Abbildung 1 ist die zeitabhangig dif f erenziert verlaufende 
Inhibierung von humaner Blut-DP IV durch Freisetzung des Inhi- 
bitors Isoleucyl Thiazolidid aus erf indungsgemai3en prodrug- 
Verbindungen exemplarisch dargestellt. Die Freisetzung des 
maskierten DP IV-Inhibitors im Blut kann im Falle der ausge- 
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wShlten Beispiele (Pro-Pro-Ile-Thia = PPlThia, Gly-Pro-Ile- 
Thia = GPIThia) durch DP IV selbst bzw. durch Aminopeptidasen 
(pGlu-Ile-Thia = pElThia, Pro-Ile-Thia - PIThia) erfolgen 
(Abbildung 1) . Die Freisetzung des DP IV-Inhibitors Isoleucyl 
Thiazolidid aus den Prodrug-Verbindungen erfolgt im Blut bei 
gleicher eingesetzter Konzentration der Prodrugverbindung mit 
differenzierter Effizienz, wobei sich fur Pro-Pro-Ile-Thia 
(PPI Thia) und pGlu-lle-Thia (pEl Thia) eine im Vergleich zu 
Pro-Ile-Thia (PI Thia) und Gly-Pro-Ile-Thia (GPI thia) starker 
retardierte Wirkstof f-Freisetzung zeigt. 

3. VerstSrkung der liber DP IV-Inhibitoreii vermittelten 
Glukosetoleranz durch den Einsatz von Prodrugs 

Durch Uberfuhrung des aktiven Wirkstof fes Isoleucyl Thiazoli- 
did in erfindungsgemSBe Prodrugs beobachtet man nach oraler 
Applikation bei der Wistar-Ratte ein deutlich verbessertes 
Wirkprofil (Abbildung 2), Die erwunschte Reduktion des Blut- 
glukosespiegels durch DP IV-lnhibitoren im untersuchten Zeit- 
intervall wird durch Einsatz der Prodrug-Verbindugen erfin- 
dungsgema/3 gegemiber dem unmaskierten Wirkstof f Ile-Thia etwa 
um 30 % verstarkt (Tabelle 4); 
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Tabelle 4: Abhangigkeit des Blutglukosespiegels innerhalb von 
100 Minuten nach p.o. Glukosestimulierung und 
p.o. Verabreichung von Ile-Thia bzw. erf indungsge- 
maflen Prodrugs an Wistar-Ratten (Dosis: 2,5 fiM 
Wirkstof f /300 g Tier) 



Wirkstoff/ Prodrug 


% Glukosespiegel 


Kontrolle 


100 


lle-Thia 


74,4 


Gly-Pro-Ile-Thia 


57,1 


Pro-IIe-Thia 


56,1 
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PatentansprUche 

1. Prodrug-Verbindungen von Inhibitoren der Dipeptidyl Pepti- 
dase IV (DP IV), welche Prodrug-Verbindungen die allgeraeine 
Formel A-B-C aufweisen, wobei 

A eine AminosSure 

B die chemische Bindung zwischen A und C oder eine Aminosaure, 
und 

C ein stabiler Inhibitor von DP IV ist. 

2. Prodrug-Verbindungen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB B Prolin, Hydroxyprolin, ThiazolidincarbonsSiure, De- 
hydroprolin, PipecolinsSure, AzetidincarbonsSure oder Aziri- 
dincarbonsaure ist. 

3. Prodrug-Verbindungen nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB B Prolin, Hydroxyprolin ist* 

4. Prodrug-Verbindungen nach einem der vorstehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daB C ein Aminoacylpyrrolidid, Amino- 
acylthiazolidid oder N-Dipeptidy 1 , O-Acyl Hydroxy lamin ist. 

5. Prodrug-Verbindungen nach einera der vorstehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Inhibitoren in Salzform vor- 
liegen. 

6. Prodrug-Verbindungen nach einem der vorstehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daB A-B ein Dipeptid der Formel Ile- 
Pro oder Gly-Pro ist. 
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7. Pharmazeutische Zusammensetzung insbesondere zur oralen 
Verabreichung, dadurch gekennzeichnet, dafl sie mindestens eine 
Prodrug-Verbindung nach einem der vprstehenden Anspruche gege- 
benenfalls in Kombination mit ublichen TrSgern oder Hilfsstof- 
fen enthSlt. 

8. Verwendung von Prodrug-Verbindungen oder pharmazeutischen 
Zusammensetzungen nach einem der vorstehenden Ansprtiche zur 
Herstellung eines Medikaments zur zeitlich gesteuerten in vivo 
Inhibierung von DP IV. 

9 . Verwendung von Prodrug-Verbindungen oder pharmazeutischen 
Zusammensetzungen nach einem der Ansprtiche 1 bis 6 zur zell-, 
gewebs- oder organspezif ischen Inhibierung von DP IV. 

10. Verwendung von Prodrug-Verbindungen oder pharmazeutischen 
Zusammensetzungen nach einem der Anspruche 1 bis 6 zur Behand- 
lung von Erkrankungen von Saugern, die durch Modulation der DP 
IV-Aktivitat eines Saugers behandelt werden konnen. 

11. Verwendung nach Anspruch 9 zur Behandlung von Stoffwech- 
selerkrankungen von Menschen. 

12. Verwendung nach Anspruch 9 zur Behandlung von beeintrSch- 
tigter Glukosetoleranz, Glukosurie, Hyper lipidSmie, metaboli- 
schen Azidosen, Diabetes mellituS/ diabetischer Neuropathie 
und Nephropathie sowie von durch Diabetes mellitus verursach- 
ten Folgeerkrankungen von Saugern. 
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Abbildung 1 : Inhibierung der DP IV in humanem Vollblut durch Freisetzung des 
DP IV-Inhibiotors lle-Thia aus erfindungsgeuiaften Prodrugs 



Inhibierung von Blut-DP IV durch Prodrugs 
lnhibitorkonzentration (0.1 mM) 




0 50 100 ISO 200 



Zeit (min) 
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Abbildung 2 : Glukosespiegel in Serum nacli oraler Glukosestimulierung und 
pjo. Prodrug-Gabe an die Wistarratte 
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siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 

3. rn Anspruche Nr. 

weil es sich dabei um abhangige Anspruche handelt. die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regal 6.4 a) abgetaGt sind. 



Feld 1 1 Bemerkungen bei mangeinder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1 ) 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB cfiese internationale Anmeldung mehrere Erffndungen enthatt: 



1. 



□ Oa der Anmetcter aile ertorderfichen zusatzllchen RecherchangebOhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 



2 I I Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte* der eine 
! — I zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen GebOhr aufgefordert 



3. DaderAnmeldernureinigedererforderlichenzusatzIichen RecherchangebOhren rechtzeitig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 
1 — > internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche. fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namiich auf die 
Anspruche Nr. 



4. J I Der Anmelder hat die ertorderfichen zusAtzlichen RecherchengebOhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich darter auf die in den Ansprilchen zuerst erwahnte Erfindung; diese rst in folgenden AnsprQchen er- 
faBt 



Bemerkungen hinsicntllch elnes Widerspruchs Q Die zusatzllchen Gebflhren wurden vom Artmefder urtter Wlderspruch gezahlt. 

| [ Die Zahlung zusatzficher Recherchengebuhren ertoigte ohne Wlderspruch. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1998) 



Internationales Aklenzeichen PCT/EP 99 A4382 



WEITERE ANGABEN PCT/1SA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.2 



Angeslchts des Wortlauts der geltenden Patentanspruche, welche es damlt 
erschwert wenn nlcht gar unmoglich macht, den durch s1e erstrebten 
Schutzumfang zu besttmmen, entsprlcht die vorllegende Patentarimeldung den 
Anforderungen des Artlkels 6 PCT (vgl. auch Regel 6.1(a) PCT) 1n einem 
MaBe nlcht, daB eine slnnvolle Recherche undurchfuhrbar 1st. Besonders 
unklar ist hlerbei der Begrlff 'stabller Inhibitor'. Dleser Begrlff w1rd 
1n der Beschrelbung nicht deflnlert, obwohl die Abgrenzung von stabllen 
und instabllen Inhlbltoren 1m S1nne der Anmeldung (belsplelsweise uber 
die Plasmahalbwertszelt) dringend erforderlich erschelnt 
Daher wurde die Recherche auf die Telle der Patentanspruche gerichtet, 
welche 1m o.a. S1nne als gestQtzt und offenbart erschelnen, nimllch die 
Telle betref fend, die Verblndungen, wie sle 1n den Ausfuhrungsbel spiel en 
angegeben s1nd, elnschliessllch nahverwandter homogener Verblndungen. 

Der Anmelder w1rd darauf hlngewiesen, daB Patent ansprQche, oder Telle von 
PatentansprQchen, auf Erflndungen, fur die kein Internationaler 
Recherchenberlcht erstellt wurde, normalerwelse nlcht Gegenstand einer 
International en vorlauflgen PrQfung se1n konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Elgenschaft als mlt der International en vorlauflgen PrQfung 
beauftragte Behorde w1rd das EPA also in der Regel keine vorlauflge 
PrQfung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorllegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
International en Recherchenberlchtes geSndert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fur den Fall, daB der Anmelder 1m Zuge des Verfahrens gemaB KapUel II 
PCT neue Patentanpruche vorlegt. 
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